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(57) Abstract 

A mutated subtilisin-type protease that bears at least one mutation in its amino-acid sequence that causes the positive charge to be 
reduced or the negative charge to be increased in the substrate binding region of the molecule is used in cosmetic products. Such proteases 
show a surprisingly low skin and mucous membrane irritating potential. 

Es wird die Verwendung von mutierter Protease vom Subtilisin-Typ, die mindestens eine Mutation in ihrer Aminosaure-Sequenz 
tragt, die zu einer reduzierten positiven Ladung oder einer erhohten negativen Ladung in der Substrat-Bindungsregion des Molekuls ruhrt, 
in kosmetischen Produkten beansprucht. Derartige Proteasen zeigen ein Uberraschend geringes Irritationspotential gegenuber der Haut und 
Schleimhauten. 
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Verwendung von mutierter Subtilisin-Protease in kosmetischen Produkten 

Die vorliegende Erfindung betriffl die Verwendung von mutierten proteolytischen Enzy- 
men mit geringem Irritationspotential gegenuber der Haut, nfimlich mutierten Subtilisin- 
Proteasen, in kosmetischen Produkten, insbesondere Korperreinigungs- und -pflegemkteln 
sowie Mundpflegemitteln. 

Enzyme wie Proteasen, Lipasen, Amylasen und CeQulasen werden sett iangem in Wasch- 
und Reinigungsmitteln im wesentlichen zur Unterstutzung der Wasch- und Reini- 
gungsleistung verwendet. Unter diesen Enzymen nehmen Proteasen dne herausragend 
wichtige Stellung ein. , 

Proteasen sind Enzyme, welche die Hydrolyse von Peptidbindungen in Protein- und 
Peptidsubstraten und von Esterbindungen in einigen endstfindigen Estera katalysieren. 
Subtilisine sind eine Familie von bakteriellen, extracellulfiren Proteasen mit Molekularge- 
wichten von etwa 20 000 bis 45 000 Dalton, die aus Bodenbakterien, zum Beispiel Bacil- 
lus amyloliquefaciens, erhalten werden k&nnen. Subtilisine gehdren zur Gruppe der Serin- 
Proteasen, die den nucleophilen Angriff auf die Peptid-(Ester-) Bindung Qber emen Serin- 
Rest an der aktiven Stelle initiieren. Sie sind physikalisch und chemisch gut charakterisierte 
Enzyme. Die dreidimensionale Struktur von einigen Subtilisinen wurde im einzelnen durch 
Rontgen-Beugungsaufhahmen aufgeklart (C. Betzel, G.P. Pal und W. Saenger, (1988) 
Eur. J. Biochem. 178, 155-171; R. Bott, M. Uhsch, A. Kossiako^ T. Graycar, B. Katz 
und S.Power, (1988) J. Biol. Chem. 263, 7895-7906; D.W. Goddette, C.Paech, 
S.S. Yang, J.R. Mielenz, C. Bystro£ M. Wilke und RJ. Fletterick, (1992) J. Mol. Biol. 
228, 580-595; D.W. Heinz, J.P. Priestle, J. Rahuel, K.S. Wilson und M.G. Griltter (1991) 
J. Mol. Biol. 217, 353-371; J. Kraut (1977) Ann. Rev. Biochem. 46, 331-358; 
D.J. Neidhart und G.A. Petsko (1988) Protein Eng. 2, 271-276; AV. Teplyakov, 
LP. Kuranova, E.H. Hanityunyan, B.K. Vainshtein, C. FrOmmel, W.-E. Hdhne und 
K.S. Wilson (1990) J. Mol. Biol. 214, 261-279). 

Subtilisine werden in grofiem Umfang in handelsablichen Produkten, wie zum Beispiel in 
Wasch- und GeschirrspQlmitteln sowie Kontaktlinsen-Reinigungsmhteln, und in der 
synthetischen organischen Chemie, dort allerdings in erster Linie f&r Forschungszwecke, 
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dngesetzt. Ein Mhglied der Subtilismftmilie, nfimlich cine hoch alkalische Protease, die in 
tensidhaMgen Mitteln verwendet werden kann, wurde in der international en Patentanmel- 
dung WO 91/02792 beschrieben. Diese alkalische Protease aus Bacillus lentus (Bacillus 
lentus alkaline protease; BLAP) kann in kommerziell verwertbaren Mengen aus dem 
Stamm-Bacillus lichenifbraris ATCC 53926 erhalten werden, welcher ein Expressions- 
plasmid trfigt, welches das BLAP-Gen unter der Kontrolle des Promotors der alkalischen 
Protease von Bacillus licheniformis ATCC 53926 exprimiert Die Kristallstruktur von- 
BLAP ist bestimmt worden (D.W. Goddette et al. (1992) J. Mol. Biol. 228, 580-595; WO 
92/21760) und die Koordinaten wurden bei der Brookhaven Protein Datenbank hinterlegt. 
Wenn man eine optimale Sequenzhomologie von BLAP (269 Aminosfiuren) mh der von 
Subtilisin BPN' (275 Aminosiiuren) abgleicht, erhalt man folgendes Muster Die BLAP 
Positionen 1 bis 35, 36 bis 54, 55 bis 160 und 161 bis 269 entsprechen den Positionen 1 bis 
35, 37 bis 55, 57 bis 162 bzw. 167 bis 275 in Subtilisin BPN*. Wenn nicht anders 
angegeben, entspricht die hier verwendete Numerierung der Aminosfiuren der von BLAP. 

Um die Protease- Varianten zu beschreiben, die in der vorliegenden Erfindung eingesetzt 
werden, wird die folgende Nomenclatur verwendet: [ursprungliche Aminosfiure; Position 
vom N-Terminus des reifen Enzyms; substituierte Aminosfiure]. Zum Beispiel wird der 
Austausch von Valin durch Isoleucin in der Position 4 im BLAP als V4I bezeichnet. Die 
Liste der ublichen Abkurzungen fur die gebrfiuchlichen Aminosauren ist in Tabelle 1 dar- 
gestellt. 

Tabelle 1 : Abkurzunp der Aminosfiuren 



A = 


Ala 




Alnnin 


C = 


Cys 




Cystein 


D = 


Asp 




Asparaginsaure 


E = 


Glu 




GlutarainsSure 


F = 


Phe 




Phenylalanin 


G = 


Gly 




Glycin 


H = 


His 




Histidin 


I = 


Ee 




Isoleucin 
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K 




Lys 




Lysin 


L 


= 


Leu 


= 


Leucin 


M 




Met 


m 


Methionin 


N 


— 


Asn 


— 


Asparagin 


P 




Pro 


— 


Prolin 


Q 


= 


Gin 




Glutamin 


R 


__ 


Arc 




Arginin 


S 




Ser 




Serin 


T 




Thr 




Threonin 


V 


= 


Val 




Valin 


W 




Trp 




Tryptophan 


Y 




Tyr 




Tyrosin 



Beim Auftreten mehrerer Mutationen innerhalb desselben Protein-MolekOls wird dieses 
uber die Summe der einzelnen Mutationen charakterisiert, wie zum Beispiel S3T + V4I + 
A188P + V193M + V199L 

Der Schutz gegenliber thermischer und chemischer Inalcdvierung und die Veibesserung der 
Wasch- und Reinigungswirkung sowie der Hautvertraglichkeit sind primfire Aufgaben, 
wenn man neue Proteasen fiir technische und gewerbliche Anwendungen entwickeln will. 
Eine Vielzahl von Enzymen, darunter auch Proteasen vom Subtilisin-Typ, wurden durch 
Zufallsmutagenese oder ortsspezifische Mutagenese entwickelt. Sie liefern einige Hin- 
weise, wie man eine verbesserte thermische und chemische Stabilit&t auf rationalem Wege 
erreichen kann (D.A. Estell, T.P. Graycar und J. A. Wells (1985) J. Biol. Chem. 260, 6518- 
6521; M. Matsumura, WJ. Becktel, M. Levitt und B.W. Matthews (1989) Proc. Natl. Sci. 
US 86, 6562-6566; M.W. Pantoliano, M. Whitlow, IF. Wood, Ml.Rollence, 
B.C. Finzel, G.L. Gilliland, T.L. Poulos und P.N. Bryan (1988) Biochemistry 27, 8311- 
8317; AJ. Russell und A.R. Fersht (1987) Nature 328, 496-500; RJ. Siezen, 
W.M. DeVos, J.A.M. Leunissen, und B.W. Dijkstra (1991) Protein Eng. 4, 719-737; 
J.H. vanEe (1991) Chimicaoggi (7/8), 31-35; J.A. WeUs und D.A. EsteU (1988) Trends 
Biochem. Sci. 13, 291-287). Demgegenuber ist die Ver&nderung der enzymatischen 
Aktivitat, insbesondere der Verbessemng oder Optimierung der Geschwindigkeit fiir einige 
Substrate, ein wesentlich komplexeres Problem. EP 0 260 105 offenbart die Herstelhing 
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von SubtiUsin-BPlsT-Mutanten mh ver&nderten Verhfiltnissca von 
Umesterungsgeschwindigkeh zu Hydrolysegesdiwincfigkdt und nucleophflen Spezifitfiten 
durch Verfindern spezifischer Aminosfiurereste innerhalb von IS A der katalytischen 
Triade. AJ. Russell und A.R. Fersht (1987) J. Mol. Biol. 193, 803-813, beschreiben die 
Isolierung einer Subtflism-BPN' -Mutante (D099S), die eine Verfindenmg der 
Oberfl&chenladung im Abstand von 14 bis 15 A vom aktiven Zentrum aufweistr Diese 
Substitution beeinfluBt die pH-Abhfingigkeit der katalytischen Reaktion de^SubtiKsms. 
Keine dieser Veroffentlichungen lehrt, ob die Verfinderungen der AmkosfiSllucn eine 
Verfinderung der HautvertrfcgUchkeit der Enzyme bewirkea EP 0 130 756^^^47 647 
und US 4 760 025 oflfenbaren ein Sfittigungsmutationsverfahren, wnrin mmde&ens Ijrine 
Mutation in das Subtilisin BPN* an den Aminosaureresten (BPN^NumerienmgX A*p3S, 
Asnl55, Tyrl04, Met222, Glyl66, H5s64, Ser221, Giyl69, Glul56; S^|Phel89, 
Tyr2!7 und/oder Alal52 eingef&hrt wird. Unter Verwendung dieser Voifelie^dse 
werden mutierte Proteasen, die eine verbesserte oxidative Stability eine Verfinderte 
Substratspezifitfit und/oder eine verfinderte pH-Aktivhit zeigen, eriwheiL Diese 
Veroffentlichungen lehren audi, dafi Mutationen im Bereich des aktiven Zentrums der 
Protease die Aktivitat am meisten beinflussen. Jedoch oflfenbart keine dieser Schriften ein 
Verfahren, das es ermOglicbt, vorherzusagen, ob und welche Verfinderungen in der 
Aminos&uresequenz die Hautvertraglichkeh von Proteasen verbessern. 

Die meisten der Informationen iiber die katalytische Aktivitat von Subtilisinen wurden bei 
Untersuchungen der Hydrolyse kleiner, gut definierter Peptidsubstrate gesammeh. Bis jetzt 
ist nur wenig iiber Interaktionen mh groflen Proteinsubstraten bekannt. Dies gik insbeson- 
dere fur die Informationen zur Waschleistung von Proteasen, wenn deren Substrat an eine 
textile Oberflfiche gebunden ist und die Katalyse in Gegenwait von mh den Enzym 
wechselwirkenden Substanzen wie Bleichmhteln, Tensiden und Buildem stattfinden mufl. 
Auch ist nichts fiber die Wechselwirkung der Proteasen mh den in Haut- und Haarpflege- 
mitteln sowie Mundpflegemhteln ublicherwdse enthaltenen Substanzen bekannt. 

EP 0 328 229 oflfenbart die Isolierung und Charakterisienmg von PB92 Subtilisin- 
Mutanten mit verbesserten Eigenschaften bei der Anwendung in Waschmhteln, basierend 
auf den Ergebnissen von Waschtests. Dieses Dokument lehrt, dafi biochenrische 
Eigenschaften keine verlfifllichen Parameter sind, urn die Enzymleistung bd der Wfische 
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vorauszusagea Dort vorgestdlte Verfehren zur Auswahl von Mutational bdnhahen die 
Substitution von Aminosauren durch andere Aminosauren in der gldchen Kategorie (polar, 
unpolar, aromatisch, geladen, aliphatisch und neutral), die Substitution von polaren 
Aminosauren wie Asparagin und Ghitamin durch geladene Amino s&uren, und das ErhShen 
des anionischen Charakters der Protease an den Mutationsstellen, die nicht zu den aktiven 
Zentren gehdren. Eswird kein Verfehren beschrieben, mit welchem identifiziert werden 
kann, welche spezifischen Aminosauren verSndert werden sollten. 

Es sind mehrere Patentanmeldungen bekannt, in denen Modifikationen von Subtilisin- 
Enzymen beschrieben werden, urn deren Wirkungsweise in Waschmhteln zu verbessera, 
zum Beispiel die internatioiialen Patentanmeldungen WO 91/00345 und WO 92/1 1357. 

Die europ&ische Patentanmeldung EP 0 571 049 offenbart bestimmte mutierte proteolytic 
sche Enzyme. Diese Enzyme soilen zu mindestens 70 % homolog sein mh der 
Aminos&ure-Sequenz der PB92-Serin-Protease und sich von der PB92-Serin-Protease 
durch mindestens eine AminosSure an den Positionen 99, 102, 116, 126, 127, 128, 130, 
160, 203, 211 und/oder 212 unterscheiden. Die mutierte Protease wird durch ZQchten 
eines Wirtstammes, welcher mit einem Expressionsvektor transformiert wurde, der eine 
DNA-Sequenz enthalt und fur die gewOnschte mutierte Protease codiert, hergestellt. 

In der nicht vorverdffentlichten internationalen Patentanmeldung WO 95/23221 werden 
mutierte Proteasen beschrieben, die als Zusatz zu Wasch- und Reinigungsmitteln deren 
Wrksamkeit verbessem. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, mutierte Proteasen zur Verfugung 
zu stellen, die gegenQber der urspriinglichen Protease verbesserte Hautvertrfiglichkeiten 
aufweisen und in in kosmetischen Produkten, insbesondere KOrperreinigungs- und pfle- 
gemkteln sowie Mundpflegemitteln, eingesetzt werden konnen. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB insbesondere die in WO 95/23221 genannten 
mutierten Proteasen diese Forderung erfUUen 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von mutierter SubtiHsin-Pro- 
tease in kosmetischen Produkten, welche dadurch gekennzeichnet ist, dafi die mutierte 
Subtilisin-Protease mindestens eine Mutation in ihrer Aminsosfiure-Sequenz enthfih, die zu 
einer reduzierten positiven Ladung oder einer erhahten negativen Ladung in der Nfihe der 
an das Substrat gebundenen Region des Molekuls („SubstratbindungssteUe") filhrt 

Zu den kosmetischen Produkten, in denen die mutierte Protease erfindungsgemfiB einge- 
setzt werden kann, sind insbesondere Kdrperreinigungs- und -pflegemhtd sowie Mund- 
pfiegemhtel zu nennen, wie zum Beispiel Seifen in fester und flussiger Form, Peeling- 
Cremes, Hautcremes, Softcremes, Nahrcremes, Sonnenschutzcremes, Nachtcremes, 
Hautele, Pflegelotionen und Korper-Aerosole, Deodorants, Rasiercremes und Ra- 
sierschaume, Haarshampoos, Haarspfilungen und Schaumbader, Mundsptthmgen und 
Zahnpasten. 

Die erfindungsgem&B zu verwendenden mutierten Proteasen zeigen uberraschenderweise 
ein geringes Irritationspotential gegenOber der Haut und den Schleimh&uten und eignen 
sich demgemafl hervorragend zum Hinsatz in den voranstehend genannten Produkten. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung der voranstehend genann- 
ten Proteasen zur Herstelhing von Mitteln zur Haut-, Haar- und Kdrperpflege. Zur Her- 
stellung dieser Mittel werden die einzelnen Komponenten in an sich bekannter Weise 
vermischt. Die Mittel konnen, insbesondere wenn sie lipophile StoflFe enthalten, sowohl als 
"Wasser-in-Ol" als audi "Ol-in-Wasser"- Emulsionen vorliegen und weitere ttbliche Hilfs- 
und Zusatzstoffe enthalten. 

Die Mittel kdnnen neb en den erfindungsgem&B eingesetzten Proteasen als wesentliche 
Bestandteile insbesondere Tenside, wie anionische, nichtionische, kationische, amphotere 
und/oder zwitterionische Tenside, enthalten. 

Als Hilfs- und Zusatzstoffe eignen sich beispielsweise Emulgatoren, Olkomponenten, Fette 
und Wachse, Verdickungsnrittel, Oberfettungsmittel, biogene Wirkstoffe, Filmbildner, 
Duftstoffe, Farbstoffe, Perglanzmittel, Konservierungsmittel und pH-Regulatoren. 
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Unter den ublichen Olkomponenten sind Substanzen wie ParaffinSl, PflanzenSle, 
Fettsfiureester, Silicondle, Dialkylether, Fettalkohole und Guerbetalkohole, Squalan und 2- 
Octyldodecanol zu nennen, wfihrend als Fette und Wachse beispielsweise Walrat, Bienen- 
wachs, Montanwachs, Paraffin und Cetylstearyialkohol Verwendung finden. 

Als Emulgatoren konnen beispielsweise eingesetzt werden: Soibitanester, Monoglyceride, 
Polysorbate, Polyethylenglycolmono/difetts&ureester, hochethoxylierte Fettsfiureester so- 
wie hochmolekulare Siliconverbindungen, wie zum Beispiel Dimethylpolysiloxane mh 
einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 10.000 bis 50.000. 

Als Uberfettungsmittel kdnnen Substanzen wie polyethoxylierte Lanolin-Derivate, Dicytin- 
Derivate und Fetts&urealkanolainide verwendet werden, wobei die letzteren gldchzeitig als 
Schaumstabilisatoren dienen. 

Geeignete Verdickungsmittel sind beispielsweise Polysaccharide, insbesondere Xanthan- 
Gummi, Guar, Agar-Agar, Alginate und Tylosen, Carboxymethylcellulose und Hydroxye- 
thylcellulose, ferner h6her molekulare Polyethylenglykolmono- und -diester von 
Fettsauren, Polyacrylate, Polyvinylalkohol und Polyvinylpyrolidon sowie Elektrolyte wie 
Kochsalz und Ammonhimchlorid. 

Unter biogenen Wirkstoffen sind beispielsweise Pflanzenextrakte, EiweiBhydrolysate und 
Vitaminkomplexe zu verstehen. 

Gebr&uchliche Filmbildner and beispielsweise Polyvinylpyrolidon, Vinylpyrolidon- 
Vinylacetat-Copolymerisate, Polymere der Acrylsfiurereihe, quaternSre Cellulose-Derivate 
und ahnliche Verbindungen. 

Als Konservierungsmittel eignen sich beispielsweise Formaldehyd-L6sungen, p-Hydroxy- 
benzoes&ureester oder Sorbins&ure. 

Als Perglanzmittel kommen beispielsweise Glykoldistearinsfiureester wie Ethylenglykoldi- 
stearat, aber auch Fetts&uremonoglykolester in Betracht. 
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AIs Farbstoffe kdnnen die fur kosmetische Zwecke geeigneten und zugelassenen Sub- 
stanzen verwendet werden, wie sie beispielsweise in der Pubiikation JCosmetische Ffirbe- 
mittel" der Farbstoflkommission der deutschen Forschungsgemeiiischaft, verflffentlicht fan 
Verlag Chemie, Weinheim, 1984, zusammengestelh sind. Diese Farbstoffe werden fibli- 
cherweise in Konzentrationen von 0,001 bis 0,1 Gew-%, bezogen auf die gesamte Mi- 
schung, eingesetzt. 

Insbesondere in Cremes konnen, gegebenenfalls neb en den bereits genannten Zusatzen, 
auch Antioxidantien, wie zum Beispiel Butyihydroxytohiol und Tocopherol, 
Feuchthaltemittel, wie zum Beispiel Glycerin, Sorbitol, 2-PyrroIidin-5-carboxylat, 
Dibutylphthalat, Gelatine, Polyghycole mit einem duxchschnittlichen Molekulargewicht von 
200 bis 600, pH-PufFersubstanzen, wie zum Beispiel das System 
Milchs&ure/Triethanolamin oder NClchsiure/NaOH, milde Tenside, wie zum Beispiel 
Alkyloligoglucoside, Fettalkoholethersulfete, Fettsfiureisethionate, -tauride und -sarco- 
sinate, Ethercarbonsauren, Sulfosuccinate, Eiweiflhydrolysate beziehungsweise -fettsfiu- 
rekondensate, Sulfotriglyceride, kurzkettige Glucamide, Phospholipide, Pflanzenextrakte, 
zum Beispiel von Aloe vera, Sonnenschutzmittel, wie zum Beispiel ultrafeines Trtandioxid 
oder organische Stoffe wie p-Aminobenzoesaure und deren Ester, Ethylhexyl-p-methoxy- 
zimtsaureester, 2-Ethoxyethyl-p-methoxyzinitsaureester, Butyhnethoxydibenzoylmethan 
und deren Mischungen sowie sogenannte Wirkstoflfceschleuniger, insbesondere etherische 
Ole, wie beispielsweise Eucalyptol, Menthol und ahnliche enthalten sein. 

Um Proteasen in Mitteln der voranstehend beschriebenen Art einsetzen zu kdnnen, durfen 
sie keine oder nur geringe Irritationen gegenuber der Haut beziehungsweise den Schleim- 
hfiuten hervomifea 

Der ursprungliche Proteasetyp, von welchem sich die geraafl der Erfindung zu verwen- 
denden mutierten Proteasen ableiten, ist vorzugsweise eine oben beschriebene alkalische 
Bacillus lentus Protease (BLAP), die aus dem Stamm DSM 5483 erhahen wird und 269 
Aminosaureeinhehen, eine Molekulmasse von 26.823 Dahon und einen berechneten 
isoelektrischen Punkt von 9,7, bezogen auf pK-Standaidwerte, aufweist. Das BLAP-Gen 
kann in bekannter Weise durch Isolieren der chromosomalen DNA aus dem B. lentus- 
Stamm DSM 5483, Herstellen von DNA-Proben mh einer Homologie gegenuber den 



WO 97/07770 PCT/EP96/03589 

-9- 

DNA-Sequenzen der fUr die B. lentus Protease codierenden Regionen, HersteUen von 
Genom-Bibliotheken aus der isolierten chromosomalen DNA und Auswfihlen der 
Bibliotheken fiir die interessierenden Gene durch Hybridisierung der Proben erhaken 
werden. Mutanten des genannten BLAP xnit verbesserter Stabilhat gegenQber thermischer 
Belastung und Tensiden wurden in der internationalen Patentanmeldung WO 94/21760 
beschrieben. 

Wie nun gefimden wurde, kann ein verringertes Irritationspotential gegenuber der Haut 
und den Schleimhauten enrfeh werden, wenn Aminos&ure-VerSnderungen innerhalb des 
Substratbindungsbereichs des Enzyms durchgefuhrt werden, die zu einer Erhohung der ne- 
gativen Ladung fiihren. Gemfifl der voriiegenden Erfindung kann dies beispielsweise durch 
eine Vermehrung von negativ geladenen Aminosfiureresten oder einer Reduktion von po- 
sitiv geladenen Aminosfiureresten im Substratbindungsberdch im Umkreis von 7 A 
erfolgen, wobei die Substratbindungsstelle mit Hilfe eines gebundenen SubstratmolekQls, 
wie zum Beispiel AAPF, festgestellt werden kann. Insbesondere Axninos&ure- 
Veranderungen an den Positionen 99, 154 und 211 innerhalb der aus WO 94/21760 
bekannten BLAP-Varianten M130 und M131 von Bacillus lentus fiihren zu einem 
veningerten Irritationspotential gegenuber Haut und Schleimhfiuten. Die Mutante M130 
enth&lt vier Arninosaure-Verfinderungen im Vergleidi zu nativem BLAP: S3T, A188P, 
V193M und V199L Die Mutante M131 enthfilt filnf Aminosaure-Veranderungen im 
Vergleich zu nativem BLAP: S3T, V4I, A188P, V193M und V199I Die Aminsosfiure- 
Sequenz fur die Protease M130 beaehungswdse Ml 31 ist in der SEQ ID No.:2 
beziehungsweise SEQ ID No.:l der genannten internationalen Patentanmeldung 
WO 94/21760 wiedergegeben. M130 und M131 konnen als Basis fiir weitere 
Aminsoauren- Veranderungen dienen, urn Proteasen mh verringertem Irritationspotential 
zu erhalten. Bevorzugte Proteasemutanten zur erfindungsgemaBen Verwendung sind 
solche, die durch Ersatz mindestens einer Aminosaure der Proteasen M130 oder M131 
erhalten werden, worin die Aminosfiure ausgewfihlt wird aus der Gruppe bestehend aus 
Arginin an Position 99, Serin an Position 154 und Leucin an Position 211. Derartige 
Mutanten und ihre Herstellung sind in der internationalen Patentanmeldung WO 95/21221 
ofFenbart und werden dort als Fll (S3T + R99S + A188P + V193M + V199I), F43 
(S3T + V4I+ R99G + A188P + V193M + V199I), F44 (S3T + V4I + R99A 



+ A188P + V193M + V199I), F45 (S3T + V4I + R99S + A188P + V193M * ¥199^ F46 
(S3T + V4I + S154E + A188P + V193M + V199I), F47 (S3T + V4I + SW4D% A188P 
+ V193M + V199I), F49 (S3T + V4I + A188P + V193M + V199I + L21 1D) ; *F54 (S3T + 
V4I + R99G + A188P + V193 + V199I + L211D) miXt F55 

(S3T + V4I + S154D + A188P + V193M + V199I + L211D) bezdchnet. Die 
proteolytische Aktivitftt kann in Anlehnung an die in Tenade 2 (1970), 125 beschriebene 
Methode durch eine diskontinuierliche Bestimmung unter Vemendung-von^Gasrin als 
Substrat wie folgt gemessen werden: Die Konzentrationen der Substrat-L^n^Betragen 
12 mg pro ml Casein (hergestellt gem&B Hammarsten; Iieferant: Fa. Mercl^ Darmstadt, 
Nr. 2242) und 30 mM Tris in synthetischem Lehungswasser (wafirige I^siingVon 0,029 
% (Gew./V) CaCl 2 2H 2 0, 0,014 % (GewVV) MgCfe 6H 2 0 und 0,02l|^(^ 
NaHCOs) mit einer Harte von 15 Grad dH (deutsche Hfirte). Die Subknd^^^g wird 
auf 70° C erwarmt und derpH wird mh 0,1 NNaOHbei 50° C auf pH 8,5 dngestellt Die 
Protease-Losung wird mit 2 % (GewTV) wasserfreiem Pentanatrium-Tripo^ in 
synthetischem Leitungswasser hergestellt, wobei der pH mit Salzsfiure auf 8,5 dngestdlt 
wird. Zu 600 nl der Caseh-Substrat-LOsung werden 200 \xl der Enzjncn^Ldsung 
zugegeben. Das Gemisch wird 15 Minuten bei 50° C inkubiert. Die Reaktion wird durch 
Zugabe von 600 til 0,44 M Trichloressigsfiure (TC A), 0,22 M Natriumacetat in 3 % (V/W) 
EssigsSure beendet. Nach Abkiihlen auf Eis innerhalb von 15 Minuten wird das TCA- 
unlosliche Protein durch Zentrifugieren entfernt, ein Aliquot von 900 jil wird mit 300 \x\ 2 
N NaOH gemischt und die Extinktion dieses Gemisches, das TCA-l6sliche Peptide enthfilt, 
wird bei 290 nm aufgenommen. Kontrollwerte werden hergestellt durch Hinzufiigen von 
600 ^1 der TCA-L6sung zu 600 \il Casein-Losung gefolgt von 200 \xl Enzym-Losung. 
DefinitionsgemfiB besitzt eine Protease-LSsung, die unter den Bedingungen dieses Ver- 
suchs eine Extinktionstadening von 0,500 OD bei 290 nm hervonuft, eine Aktivhfit von 
10 PE pro ml. 
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Beispfels 

Beispiel 1 : Bestimmung des Imtationspotentiflk 

Die Irritationspotentiale erfindungsgemaB einzusetzender Proteasen am Beispiel von F49 
und zum Vergleich von BLAP wurden untersucht. Es wurde an Meerschwebchen im 
Rahmen von Dosisfindungsversuchen des Buehler-Tests bestimmt (E.V. Buehler, Arch. 
Dermatol. 1965, £L 171-177). Hierzu wurde eine 10%ige Lfisung der Protease auf die 
rasierte Haut topisch appliziert und mittels einer Bandage (Scotchpak e -Non-Wov«i-Patch, 
Handelsprodukt; Hersteller Minnesota Mining and Manufacturing Company) fur sechs 
Stunden fixidert. 24, 48 und 72 Stunden nach der Entfernung der Bandagen wurden die 
betreffenden Hautpartien ausgewertet. 

Diese Versuche wurden an jeweils vier Meerschweinchen (Stamm: "Pirbright white") 
durchgefiihrt, wobei pro Tier die Ldsungen an mindestens zwei Applikationsstellen 
aufgebracht wurden. Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen 2 und 3 
wiedergegeben und stellen Mittelwerte Qber Erythem- und Odembildung dar. Die 
Ergebnisse zeigen, daB die erfindungsgemaB einzusetzende mutierte Protease ein deutlich 
geringeres Irriationspotential zeigt als die unveranderte Protease BLAP. 

In den Tabellen bedeuten 

die Ziffern 0, 1 und 2 die Anzahl Hautbereiche an einem Tier, an den en Irritationen der 
Haut beobachtet wurden, 
s leichte Schorfbildung am Rand der behandelten Hautbereiche, 

a Schwellung 
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1. Venvendung von mutieiter Protease vom Subtilisin-Typ, die mmdcstens eine Mutation 
in ihrer Aminosfiure-Sequenz trfigt, die zu einer reduzierten poshiven Ladung oder 
einer erhdhten negativen Ladung in der Substrat-Bindungsregion des MolekQls fiihrt, in 
kosmetischen Produkten. 

• i, 

2. Venvendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sich die mutierte Protease 
von alkalischer Bacillus lentus Protease ablehet 

3. Venvendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die mutierte Protease eine 
mutierte alkalische Protease M13 1 (S3T + V4I + A188P + V193M + V199I) oder eine 
mutierte alkalische Protease M130 (S3T + A188P + V193M +V199I) ist. 

4. Venvendung nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Protease min- 
destens eine Mutation in ihrer Aminosfiuresequenz ausgewfihh aus den Positionen 99, 
154und211 aufweist. 

5. Venvendung nach einem der AnsprQche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Aminosfiurerest 99, Argmin, durch einen Glycm-, Alanin- oder Serinrest ersetzt ist. 

6. Venvendung nach einem der AnsprQche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Aminosfiurerest 154, Serin, durch einen Glutaminsaure- oder einen Asparaginsfiurerest 
ersetzt ist. 

7. Venvendung nach einem der AnsprQche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Aminosfiurerest 211, Leudn, durch einen Ghrtaminsfiure- oder einen Asparaginsfiu- 
rerest ersetzt ist. 

8. Venvendung nach einem der Anspiflche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
mutierte Protease eine oder mehrere der Mutationen R99G, R99S, R99A, 1-21 ID, 
L21 IE, S154D, S154E aufweist. 
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9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die kos- 
metischen Produkte ausgewahlt werden aus Seifen in fester und flussiger Form, Haut- 
cremes, Softcremes, Nahrcremes, Sonnenschutzcremes, Nachtcremes, Hautdlen, Pfle- 
gelotionen, Korper-Aerosolen, Deodorants, Rasiercremes, Rasierscnfiumen, Peeling- 
Cremes, Haarsnampoos, HaarspQlungen, Schaumbader, Mundspfllungen und 
Zahnpasten. 

1 0. Verfahren zur Herstellung von kosmetischen Produkten, dadurch gekennzeichnet, daB 
man mutierte Protease vom Subtilisin-Typ, die mindestens eine Mutation an ihrer Ami- 
nosaure-Sequenz tragt, die zu einer reduzierten positiven Ladung oder einer erhahten 
negativen Ladung in der Substrat-Bindungsregion des MolekOls fuhrt, mit weiteren In- 
haltsstoffen kosmeuscber Produkte vermischt. 

1 1 Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB als weitere Inhaltsstoffe an- 
ionische, nichtionische, kationische, amphotere beziehungsweise zwitterionische Tensi- 
de, Emulgatoren, Olkomponenten, Fette und Wachse, Verdickungsmittel, TJberfet- 
tungsmittel, biogene WirkstoflFe, Rlmbildner, DuftstoflFe, Farbstoffe, Perglanzmhtd, 
Konservierungsmittel und/oder pH-Regulatoren eingesetzt werden. 
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3050189 


06-09-89 


B6-B- 


60566 


28-08-95 


CN-A- 


1036602 


25-10-89 


0E-D- 


68912359 


03-03-94 


DE-T- 


68912359 


09-06-94 


EP-A- 


0328229 


16-08-89 


ES-T- 


2061929 


16-12-94 


IE-B- 


63248 


05-04-95 


JP-T- 


2503986 


22-11-90 


LT-A.B 


1650 


25-07-95 


WO-A- 


8907642 


24-08-89 


PT-B- 


89702 


29-04-94 


US-A- 


5336611 


09-08-94 


US-A- 


5324653 


28-06-94 
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